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研究成果の概要（和文）：現在の子宮頸癌予防ワクチンは HPV 型特異的で、HPV16/18 感染だけを予
防するので、子宮頸癌罹患の減少は最大 70%である。HPV 型共通である L2 領域の複数のペプチドを
L1 とともに発現させ、すべての発癌性 HPV による子宮頸癌を予防可能な HPV ワクチンとして開発した。
今後、臨床試験が必要である。 
 
研究成果の概要（英文）：The HPV 16/18 vaccine for prevention of cervical cancer is principally 
type-specific and can protect approximately 70% of cervical cancer.  We developed a prophylactic 
vaccine effective against a broader spectrum of HPVs associated with cervical cancer.  We now need 
clinical trial for clinical application. 
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1. 研究開始当初の背景 
 性器に感染するヒトパピローマウイルス(HPV)
は、子宮頸癌の発生に深く関与している。HPV
は子宮頸癌の 90%以上の primary causative 
agent であると考えられている。40 程度の型が
知られる性器 HPV の中で、特定の約 15 の型 
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 
68 型など) が、子宮頸癌関連 HPV として知られ、
その中で最も高頻度に検出されるのは HPV16
（約 50%）であり、次に高頻度に検出されるのは
HPV18（約 20%）である。 
 現在、HPV16 と HPV18 に対しては major 
capsid protein である L1 だけで作製された（自然
では L1 と L2）人工ウイルス様粒子（virus-like 
particle、VLP）がワクチンとして臨床試験が行わ
れ、2006 年 6 月米国 FDA で承認され（本邦で
は 2009 年 10 月承認）、HPV ワクチンによる子宮
頸癌の予防はいよいよ現実的なものとなった。
HPV16、HPV18 の持続感染と CIN 発生をほぼ
100%で抑制することが示されている。安全性にも
問題なく、高い抗体価も数年以上維持されること
がわかっている。しかし、この予防ワクチンの効
果は型特異的で子宮頸癌関連HPVのすべての
感染を予防するわけではないので、このワクチン
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がHPV16/18の感染を予防し得たとしても、子宮
頸癌罹患の減少は最大 70%である。すべての発
癌性 HPV の感染を予防する HPV ワクチンが求
められている。 
 第 I/II 相試験を行った HPV 型共通のエピトー
プ P108-120 はアミノ酸 13 個の小さなペプチド
（LVEETSFIDAGAP）であるために、接種された
個体の MHC（HLA）クラス II 分子によって、ペプ
チドと結合して抗原提示できない場合が生じ、
免疫応答に個体間のばらつきが問題となった（J 
Virology, 1999; Vaccine, 2001; J Virology, 2001; 
Vaccine, 2003）。そこで、中和エピトープとなりう
る領域を P14-144 に広げ、HPV16L2 ペプチドと
しても再検討する。 
 
２．研究の目的 
 広領域の L2 の中で型共通ワクチンとして適当
な複数のエピトープを再検索し、用いる L2 ペプ
チドを絞り込む。L2 単独のペプチドワクチンでは
抗原性が不足することや先行する L1VLP の臨
床試験の成果を活用しやすいことを考慮し、次
世代の HPV ワクチンとして、HPV16 などの
L1VLP の表面に L2 エピト—プを多量に発現させ
た（L1 キャプシドに L2 エピトープを挿入した）キ
メラ VLP ワクチンの開発を計画する。本研究の
目的は複数の L2 蛋白質を利用して、抗原性の
高い型共通の HPV ワクチンを作製することであ
る。その他、このプロジェクトに関連する研究も
推進する。 
 
３．研究の方法 
 L2 領域の型共通ペプチド（P108-120）ワクチン
の経験を踏まえ、L2 領域の複数のペプチドを
L1 とともに発現させることを計画している。これら
のペプチド領域は、我々の研究で HPV 感染に
関わるレセプターと結合する部位であることも判
明しており、子宮頸癌関連 HPV を含む性器
HPV でほぼ共通しており、特に子宮頸癌関連
HPV（HPV16, 18, 31, 33, 35, 52, 58など）ではほ
ぼ同一のアミノ酸配列を有している。中和活性
の測定には、我々が開発した、HPVL1/L2 VLP
にレポーター遺伝子(β-gal)を package した
pseudovirion を COS-1 細胞に導入し、発現させ
る HPV6 および HPV16 の感染代用系を用いる。 
(1)HPV16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 58 の
pseudovirion の作製 
 全世界的に子宮頸癌に関わる HPV の中で高
頻 度 で 検 出 さ れ る の は 共 通 し て お り 、
HPV16/18/31/33/35/45/52/58 である。子宮頸
癌の95%以上を対象とする戦略としては、最終的
にはこの 8 型についてワクチンの有効性を検討
したい。まずは、HPV16, 18, 31, 33, 52, 58 など
の baculovirus を用いて作製した L1/L2 VLP に
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ( β -gal) を package し て
pseudovirions を作成する。すでに確立している
代用感染系、つまり psudovirion を COS-1 細胞
に導入し、レポーター遺伝子（β-gal）を発現さ
せる系を用いて、中和活性を測定する。そのた
めには、多くの型の pseudovirion を作製する必
要がある。現在すでに作製中であるが、十分量
は得られていないため、これを継続する。 
(2)HPV 型共通ワクチン（L1VLP と L2 ペプチドの
キメラワクチン）の開発 
 型特異的という欠点は持つが、抗原性で優位
である L1 VLP の表面に型共通性エピトープで
ある L2 ペプチドを多く発現させたキメラワクチン
についても開発を進める。L1 の塩基配列の中に
L2 のペプチドの塩基を挿入し作成をめざす。L1
領域の多くの部位での挿入実験が必要であるが、
基礎実験において L2 ペプチドが L1VLP の表面
に発現されることが確認されている。L1VLP 表
面に 1080 分子の L2 ペプチドが結合され（L1 分
子の 3 領域に挿入するので L1 あたり L2 は 3 分
子、capsomere あたり 15 分子、capsid あたり 1080
分子となる）、多量の L2 ペプチドにより、型共通
性のワクチンとなることが期待できる。L2 ペプチ
ドを発現するキメラワクチンの開発をめざす。 
 
４．研究成果 
(1)HPV 型共通ワクチンに用いる L2 ペプチドの
決定 
 中和エピトープとなりうる領域を P14-144 に広
げ、HPV16L2 ペプチドとして 10 個を選択し、抗
血清を用いた検討で、単独、組合せで型共通の
中和活性の高い epitope を検索した。結果として
P18/38、P56/75、P96/115 の組合せが最も高い
中和活性を誘導する可能性が高いことが判明し
た 。 （ Kondo. K, Yoshikawa H, et.al. 
Neutralization of HPV16, 18, 31, and 58 
pseudovirions with antisera induced by 
immunizing rabbits with synthetic peptides 
representing segments of the HPV16 minor 
capsid protein L2 surface region. Virology. 
358:266-272, 2007）。 
(2)HPV 型共通ワクチン（L1 LP と L2 ペプチドの
キメラワクチン）の開発研究 
 HPV16 感染は、子宮頸癌に関連する 15 types
の HPV の一つで、約 50%の原因を占めている。
L1 蛋白で作られた HPV16 の VLP による感染予
防は型特異的であることが知られている。今回、
我々は型共通の中和活性エピトープを持つ L2
蛋白を、L1 蛋白に挿入することで、VLP ワクチン
を改変した。このキメラ L1 は、L1 アミノ酸（aa）
430 と aa 433 の間に、L2 配列（aa 18-38, aa 
56-75 または aa 96-115：aa 101 で S を L に、aa 
112 で T を S に replace した）を挿入することで作
成した。 3 種類のキメラ L1 は、昆虫 Sf9 細胞で
リコンビナントのバキュロウイルスを用いて、それ
ぞれ発現させて得られた。このキメラ VLP を解析
した。キメラ VLP の表面には、L2 蛋白が提示さ
れていることが確認された。このキメラ VLP でウ
サギを免疫すると、キメラ VLP は、HPV16 を中和
する活性を維持したまま、感染性の HPV18, 31, 
52, 58 pseudovirion を中和する抗体を誘導する
  
ことができた。 クロス中和抗体の力価は型特異
的中和抗体の力価に比べ低かった。しかしなが
ら、一般に L2 蛋白に対する中和抗体力価は低
くても、感染予防することが知られているので、こ
のキメラ VLPは数多くのハイリスクHPVの感染を
予防するワクチン候補になることができることが
示された。（Kondo K,  Yoshikawa H, et.al. 
Modification of human papillomavirus-like 
particle vaccine by insertion of the 
cross-reactive L2-epitopes. J Med Virol. 
80:841-846, 2008.） 
(3)CIN 患者における HPV16, 18, 31, 52, 58 の
中和抗体の測定 
 子宮頸癌関連 HPV に自然感染した女性にお
ける血清中の中和抗体については情報が限ら
れている。この研究では、217 名の low grade の
CIN 患者から採取した血清で、HPV-16, -28, 
-31, -52, -58 粒子に対する中和抗体を測定し
た。HPV16, 18, 31, 52, 58 の中和抗体の測定：
CIN 1/2 217 例で陽性率は 63%で 16 型（24%）、
18 型（11%）、31 型（19%）、52 型（21%）、58 型
（30%）であった。84 名（39%）、35 名（16%）、17 名
（8%）、1 名（0.5%）が上記 HPV の 1 タイプ、2 タイ
プ、3 タイプ、4 タイプへの中和抗体を有していた。
中和抗体の存在は、必ずしも同じ時に採取した
子宮頸部サンプルでの HPV DNA の検出とは相
関していなかった。中和抗体の抗体価は、多く
が 40-640 に分布し、24 か月後に再検された抗
体価でも同様に維持されていた。再検された
HPV DNA との関連もなかった。以上より、HPV
の自然感染で誘導される中和抗体の抗体価は
低レベルで、長期間持続することが判明した。
（ Ochi H, Yoshikawa H, et.al. Neutralizing 
antibodies against human papillomavirus types of 
16, 18, 31, 52, and 58 in the serum samples from 
Japanese women with low grade cervical 
intraepithelial neoplasia. Clin Vaccine Immunol. 
15:1536-1540, 2008.） 
(4)本邦における健常女性、CIN・子宮頸癌患者
における HPV 感染 
 HPV DNA検査を行った2282例(細胞診正常
1517例、CIN1 625例、浸潤癌140例)のデータを
解析。相対危険度は、16/18/31/33/35/52/58
型の7タイプが他のハイリスクタイプやローリスクタ
イプに比べて格段に高かった。現行のワクチンが
感染を予防できる16/18型の陽性率は浸潤癌全
体では67％あったが、若年者ほど陽性率が高く
、20代の浸潤癌では90%であった。（Onuki M, 
Yoshikawa H, et.al. Human papillomavirus 
infections among Japanese women: age-related 
prevalence and type-specific risk for cervical 
cancer. Cancer Sciences,100: 1312-1316, 2009） 
(5)HPV偽ウイルス（pseudovirion）を細胞に感染
させる場合のreporter遺伝子の発現について 
 HPV51 の中和抗体測定のために偽ウイルスを
作 成 す る と 、 感 染 細 胞 に お い て HPV51 
prototype で は L2 が 細 胞 質 内 に 存 在 し 、
reporter 遺伝子が発現しない。本邦でクローン
化された HPV51（L2 アミノ酸が 2 カ所異なる）で
はL2は核内に存在し、reporter遺伝子が発現し
た。L2 が核内に存在することが重要である。
（Kondo K, Yoshikawa H, et.al. Nuclear location 
of minor capsid protein L2 is required for 
expression of a reporter plasmid packaged in 
HPV51 pseudovirions. Virology 394(2): 259-65, 
2009） 
(6)本邦における HPV16/18 ワクチンの開発治験 
 第 II 相無作為化二重盲検比較試験の中間解
析が発表された。20～25 歳の日本人女性を対
象として、3 回目接種後 1 ヵ月のデータから、安
全性、免疫原性を検討した。HPV ワクチン群（プ
ロトコール準拠集団; ATP-E）では，HPV-16 お
よびHPV-18に対する抗体陽転は100%であった。
幾何平均抗体価（GMT）は，HPV-16 抗体が
7441.0 EL.U./mL ， HPV-18 抗 体 が 3805.4 
EL.U./mL であった（自然感染の 250 倍、168
倍）。全ワクチン接種集団（TVC）の登録時の
HPV-16、HPV-18 抗体陽性は 17.3%、15.8%で、
HPV-16、HPV-18 DNA 陽性は 6.5%および 4.0%
であった。HPV-16/18 ワクチンの免疫原性およ
びワクチン接種前の HPV 保有率は海外と一致
していた。局所・全身症状は，対照群と比べて
HPV ワクチン群で頻度が高かったが，接種スケ
ジ ュ ー ル に 影 響 は な か っ た 。 全 体 と し て ，
HPV-16/18 ワクチンは日本人女性においても，
良好な安全性，良好な忍容性，高い免疫原性
が確認された。（Konno R, Yoshikawa H, et.al. 
Immunogenicity, reactogenicity and safety of 
human papillomavirus 16/18 AS04-adjuvanted 
vaccine in Japanese women: interim analysis of a 
phase II double-blind, randomized controlled 
trial at Month 7. Int J Gynecol Cancer, 19(5): 
905-911, 2009.） 
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